BMA1 - 12. piRNA e PIWIs by Danielli, Alberto
  
piRNA - PIWI interacting small RNAs
10.1 - Insights: piRNA and PIWIs
sRNA regolativi endogeni
EFFETTORIRNA REGOLATIVI
dsRNA esogeno/parassitico
trascritti complementari
esiRNA endogeni
degradazione sequenza-specifica mRNA target
complementari e di trascritti passasiti
silenziamento di trasposoni ed elementi mobili
silencing eterocromatina (RITS) 
siRNA 19-23 bp
complementarità perfetta
*amplificazione
DICERs, AGOs, siRISC,  *RdRPs, *SAGOs
microRNA regolativi endogeni
mirtroni
Inibizione della traduzione del mRNA target
alcuni casi di induzione della sintesi proteica 
miRNA 19-25 bp
complementarità imperfetta
mismatch rispetto a target 
Microprocessor,DICERs, AGOs, miRISC, 
CCR4-CAF1-NOT, XRN1, Gw182, DCP1/DCP2, etc
RISULTATO
sRNA, Hfq, RNase III, RNase E
regolazione post-trascrizionale mediata da piccoli RNA in batteri
piRNA e repeat-associated rasiRNA degradazione sequenza-specifica 
di trascritti passasiti
silenziamento di trasposoni ed elementi mobili
nel genoma delle linee germinali  
piRNA 24-30 bp
complementarità perfetta
ping-pong amplification loop
senso e anitsenso
PIWIs, AGOs, 
repressione o induzione della traduzione del mRNA target 
laurea magistrale in biotecnologie molecolari ed industriali
corso di biologia molecolare avanzata (1)
ven 4 dic
  
rasiRNA / 21U RNA / piRNA - PIWI interacting small RNAs
- inizialmente scoperti in Drosophila, repeat-associated small interfering RNAs rasiRNA, 24-30 nt
- svolgono funzioni di stabilizzazione genomica tramite silenziamento di elementi genetici endogeni  autonomi (come 
retrotrasposoni e sequenze ripetute) in cellule della linea germinale in metazoi
- derivano solo da filamenti antisenso (hanno una unica polarità)
- sono generati a partire da lunghi trascritti ssRNA
- non richiedono DICER-1 (miRNA) quantomeno DICER-2 (siRNA) per il processamento
- mancano del caratteristico 3’ 2-nt ssRNA overhang di siRNA e miRNA; 2-O-methyl group modification al 3’
-  funzionano attraverso proteine PIWI piuttosto che Ago, della famiglia delle Argonaute
- proteggono il genoma dell cellule germinali attraverso meccanismi regolativi distinti da quelli fino ad ora descritti 
(miRNA e siRNA e tasiRNA)   
10.2 - Insights: piRNA and PIWIs
laurea magistrale in biotecnologie molecolari ed industriali
corso di biologia molecolare avanzata (1)
ven 4 dic
  
le PIWIs di  sono espresse nelle cellule germinali di Drosophila e Zebrafish (ZIWIs) e 
topo (MIWIs and MILI)
• primo membro PIWI (P-element-induced wimpy 
testes) identificato 10 anni orsono come mutante 
che inficiava la divisione simmetrica di cellule 
staminali in Drosophila
 essenziale per spermatogenesi nonché 
regolatore di cellule germinali femminili in 
Drosophila
 
ruolo nel silenziare attività trasposoni ed elementi 
mobili
 interagiscono con rasiRNA e piRNA
 anche gli ortologhi murini MIWI e MILI sono 
essenziali per la spermatogenesi
 mentre il gene MIWI2 è importante per 
mantenere le stem cells germinali in topo
• recenti lavori identificano  Piwi  Aub e Ago3 di 
Drosophila come principali effettori del silenziamento 
mediato da piRNA
10.3 - Insights: piRNA and PIWIs
laurea magistrale in biotecnologie molecolari ed industriali
corso di biologia molecolare avanzata (1)
ven 4 dic
  
esempi di aberrazioni nel differenziamento delle cellule della linea germinale in mutanti PIWI
Drosophila
topo
zebrafish
10.4 - Insights: piRNA and PIWIs
laurea magistrale in biotecnologie molecolari ed industriali
corso di biologia molecolare avanzata (1)
ven 4 dic
  
flamenco di Drospohila come archetipo di locus che controlla trasposoni nella linea germinale
10.5 - Insights: piRNA and PIWIs
laurea magistrale in biotecnologie molecolari ed industriali
corso di biologia molecolare avanzata (1)
ven 4 dic
  
analisi approfondita dei piRNA di Drospohila
-  immunoprecipitazione di Piwi, Aub, e Ago3
 - purificazione dei piccoli RNA ad essi associati
 - clonaggio e sequenziamento su piattaforma 454 (pyrosequencing)
10.6 - Insights: piRNA and PIWIs
laurea magistrale in biotecnologie molecolari ed industriali
corso di biologia molecolare avanzata (1)
ven 4 dic
  
caratteristiche dei piRNA di Drosophila
10.7 - Insights: piRNA and PIWIs
laurea magistrale in biotecnologie molecolari ed industriali
corso di biologia molecolare avanzata (1)
ven 4 dic
  
piRNA originano da loci discreti pericentromerici - piRNA cluster
10.8 - Insights: piRNA and PIWIs
laurea magistrale in biotecnologie molecolari ed industriali
corso di biologia molecolare avanzata (1)
ven 4 dic
  
flamenco è un piRNA cluster
10.9 - Insights: piRNA and PIWIs
laurea magistrale in biotecnologie molecolari ed industriali - aa 2008-2009
corso integrato di biologia molecolare avanzata (1)
ven 4 dic
  
Piwi, Aub, e Ago3 esibiscono un forte
strand bias
10.10 - Insights: piRNA and PIWIs
laurea magistrale in biotecnologie molecolari ed industriali - aa 2008-2009
corso integrato di biologia molecolare avanzata (1)
!!?
piRNA antisenso (rispetto a trasposoni 
target) associano a Piwi eAub.
al contrario ad Ago3 si associano solo 
piRNA senso
ven 4 dic
  
le caratteristiche di sequenza indicano un possibile meccanismo di amplificazione 
mediato da attività di slicing
caratteristiche simili di 21U 
RNA di C. elegans
10.11 - Insights: piRNA and PIWIs
laurea magistrale in biotecnologie molecolari ed industriali
corso di biologia molecolare avanzata (1)
ven 4 dic
  
modello di amplificazione a ping-pong (senso-antisenso) nel silenziamento piRNA dipendente
10.12 - Insights: piRNA and PIWIs
laurea magistrale in biotecnologie molecolari ed industriali
corso di biologia molecolare avanzata (1)
ven 4 dic
  
localizzazione/compartimentalizzazione delle PIWI e loop di amplificazione
C. Klattenhoff and W. Therkauff (2008). Development 135, 3-9
10.13 - Insights: piRNA and PIWIs
laurea magistrale in biotecnologie molecolari ed industriali
corso di biologia molecolare avanzata (1)
ven 4 dic
  
10.14 – Insights:
piRNA and PIWIs
ven 4 dic
  
10.15 – Insights:
piRNA and PIWIs
ven 4 dic
  
suddivisione filogenetica delle Ago/PIWI: differenziazione delle strategie di difesa da elementi mobili
2008 - NB! Le PIWI sono 
assenti da piante e 
presenti invece in 
organismi che mancano 
delle RdRP!
10.16 - Insights: piRNA and PIWIs
laurea magistrale in biotecnologie molecolari ed industriali
corso di biologia molecolare avanzata (1)
ven 4 dic
  
Drosophila PIWI interagisce nel dominio N-terminale con HP1a…
Y2H
10.17 - Insights: piRNA and PIWIs
laurea magistrale in biotecnologie molecolari ed industriali
corso di biologia molecolare avanzata (1)
ven 4 dic
  
…e co-localizza (in maniera RNA dipendente) su loci preferenzialmente eterocromatici con HP1a, 
tramite interazione di un motivo PxVxV con il dominio CSD di HP1a
alleli ipomorifici di PIWI fungono da soppressori 
dominanti del silenziamento
transgeni PIWI mutanti nel motivo PxVxV non 
riescono a complementare il silenziamento di un 
reporter white soggeto a PEV
PIWI co-localizza parzialmente con HP1a nel cromocentro di cromosomi 
politenici di ghiandole salivari di Drosophila e in bandeggi distinti di regioni 
preponderantemente eterocromatiche del cromosoma 4.
modello di interazione tra il dominio PxVxV (V30) di PIWI 
con i domini chromoshadow CSD dimerici di HP1a
10.18 - Insights: piRNA and PIWIs
laurea magistrale in biotecnologie molecolari ed industriali
corso di biologia molecolare avanzata (1)
ven 4 dic
  
hybrid dysgenesis - effetto materno 
Disgenesi degli ibridi: effetto di sterilitàgenarato dall’incrocio tra mosche femmine R che NON sono state esposte a 
trasposoni attivi (femmine reattive) sono incrociate con maschi I in precedenza esposti agli stessi trasposoni e quindi 
silenziati con successo (maschi induttori). Curiosamente femmine I (induttori) incrociate con maschi R (reattivi) sono fertili, 
suggerendo la presenza di un fattore protettivo, MATERNO, trasmesso alla progenie…
10.19 - Insights: piRNA and PIWIs
laurea magistrale in biotecnologie molecolari ed industriali
corso di biologia molecolare avanzata (1)
ven 4 dic
  
hybrid dysgenesis - effetto materno - coinvolgimento piRNA !! 
la hybrid dysgenesis I-R correla con 
piRNA ereditati  per linea materna
madri
progenie
10.20 - Insights: piRNA and PIWIs
laurea magistrale in biotecnologie molecolari ed industriali
corso di biologia molecolare avanzata (1)
ven 4 dic
  
hybrid dysgenesis - effetto materno - coinvolgimento piRNA !! 
F1 incroci non-disgenici per P
F1 incrocio disgenico
10.21 - Insights: piRNA and PIWIs
laurea magistrale in biotecnologie molecolari ed industriali
corso di biologia molecolare avanzata (1)
ven 4 dic
  
Drosophila PIWI interagisce nel dominio N-terminale con HP1a…
10.22 - Insights: piRNA and PIWIs
laurea magistrale in biotecnologie molecolari ed industriali
corso di biologia molecolare avanzata (1)
ven 4 dic
  
ricapitolazione: classi di  small RNAs regolativi eucariotici
10.23 - Insights: piRNA and PIWIs
laurea magistrale in biotecnologie molecolari ed industriali
corso di biologia molecolare avanzata (1)
ven 4 dic
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